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Description succinte du projet de recherches (2 ou 3 pages maximum) 

I 

L L'exposé du projet de recherches que l'on envisage de réaliser doit être précédé d'une brève description de Thypothèse de travail. 

Dans l’éventualité ou ce projet devrait s’étendre sur plusieurs exercices, H y a lieu d'en indiquer clairement les phases successives avec 
leur répartitions dans le temps ainsi que les corrélations entr e l’objectif à atteindre et les crédits sollicités. ___ 

1 Indiquez le nombre d’années académiques pour lesquelles ce projet est sollicité : 2 ans 


INTRODUCTION 

La chimiothérapie intensive suivie d’autogreffe de moelle osseuse ou de cellules souches 
hématopoiétiques du sang périphérique permet d’obtenir des rémissions complètes. Toutefois, il 
existe un taux élevé de rechutes particulièrement précoces. L’éradication de la maladie résiduelle 
est d’autant plus difficile que la période post-greffe s’accompagne d’une immunodépression. Nous 
avons pu investiguer certains signaux de transduction de l’activation précoce des lymphocytes T 
CD4+ ainsi que différentes voies de stimulation de ces lymphocytes chez des patients autogreffés 
(1,2). Ces travaux commencent à nous révéler une partie des mécanismes impliqués dans le déficit 
immunitaire post-autogreffe. Nous sommes souvent confrontés dans l’analyse de l’investigation 
in vitro de l’immunité post-greffe de ces patients à une variabilité des résultats due 
vraisemblablement à l’hétérogénéité de la population étudiée. Ces patients ont des tumeurs 
différentes et par conséquent ont reçu des chimiothérapies différentes avec leurs effets 
myélosuppresseurs propres. Nous proposons d’utiliser un modèle animal de transplantation de 
moelle osseuse entre souris syngéniques afin de pouvoir disséquer de manière plus systématique 
Pimmunité post-greffe. Au cours des dernières années, la connaissance des mécanismes 
d’activation précoce des lymphocytes T s’est étendue. 

Le déficit immunitaire après autogreffe de moelle osseuse atteint principalement les 
lymphocytes T. Jusqu’il y a quelques années, on pouvait résumer ce déficit cellulaire en quelques 
observations classiques : une réduction des taux relatifs et absolus de lymphocytes T CD4+ dans 
le sang périphérique associée à un taux normal voire augmenté du nombre de lymphocytes CD8+, 
un défaut de prolifération des lymphocytes T et une diminution de la sécrétion d’interleukine-2. 
Nous avons étudié par cytofluorométrie en flux l’augmentation de calcium intracellulaire au 
niveau des lymphocytes CD4+ après stimulation par la concanavaline A par l’utilisation 
concomitante d’un colorant spécifique du calcium^ le fluo^3 et un anticorps monoclonal 
reconnaissant la sous-population CD4+ (1). Physiologiquement, l’activation des lymphocytes T 
entraîne suite à l’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate par la phospholipase C, la 
formation de 2 produits : l’inositol 1,4,5-triphosphate qui va provoquer une augmentation de 
calcium intracellulaire et le diacyl-glycerol qui active la protéine kinase C. Chez les patients 
autogreffés depuis moins d’un an, on observe une augmentation plus faible du taux de calcium 
intracellulaire au niveau des lymphocytes T CD4+ par rapport à celle observée chez des sujets 
contrôles. La diminution semble s’expliquer par une réduction du nombre de cellules capables 
d’augmenter leur taux de calcium intracellulaire normalement. Chez les patients greffés depuis 
plus d’un an, le taux de calcium intracellulaire moyen est plus faible dans les lymphocytes T 
activés par rapport à un groupe de sujets sains mais cette différence n’est pas statistiquement 
significative. Ceci suggère qu’il existe une anomalie dans la formation des signaux de transduction 
précoce après stimulation et que ce phénomène tend à régresser à distance de la greffe. Nous avons 
également étudié la production d’ïL-2 après stimulation par PHA, PHA + PMA, PMA + un 
ionophore du calcium, et PMA + anti CD28 (2)i Ces différents stimuli induisent une production 
d'interleukine-2 inférieure a celle observée dans un groupe d’individus normaux. La production 
d’ARNm dTL-2 apparaît aussi réduite. Ceci indique que différentes voies d’activation des 
lymphocytes T ne fonctionnent pas normalement après greffe de moelle osseuse. Par contre, le 
récepteur de ]*IL-2' est normalement exprimé par les lymphocytes T après activation (3,4) et ceux- 
ci répondent ix radjonction d’IL-2 in vitro ce qui' suggère que cette voie d’activation reste 
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préservée. La réduction de la production d’IL-2 en présence de PMA et d’anti-CD28 correspond 
à l’observation récente d’une réduction de l’expression de l’antigène CD28 par les lymphocytes 
TCD3+ des patients autogreffés (5) et la diminution de prolifération en présence d’anti-CD28. La 
quantité de cytokine produite par les lymphocytes CD4+ durant une stimulation antigénique est 
contrôlée par des signaux co-stimulants dépendant des cellules présentant l’antigène. L’expression 
de la molécule B7, le ligand du CD28, apparaît critique dans la capacité de co-stimuler les 
lymphocytes T. 

Le déficit de prolifération des lymphocytes T post-greffe ressemble au phénomène d’anergie 
clonale, modèle faisant appel au concept de co-stimulation par deux signaux nécessaires à 
l’activation de lymphocytes T. Ce modèle a été développé notamment pour expliquer la non- 
réponse immunitaire à un auto-antigène. Il existe de plus en plus d’arguments pour penser que 
l’interaction B7-CD28 constitue le deuxième signal co-stimulant des lymphocytes T. Dans le cas 
de l’autogreffe, la présence de monocytes allogéniques obtenus chez des sujets sains ne semble pas 
améliorer la prolifération et la sécrétion d'IL-2 (6). Nous pensons que la diminution du CD28 à 
la surface des lymphocytes T et/ou l’anomalie de cette voie d’activation peut induire un 
phénomène semblable d’anergie au niveau des cellules T. 

L’activation des lymphocytes T menant à la production de cytokines est un phénomène dont 
les mécanismes sont peu à peu élucidés. Le récepteur de l’antigène est constitué par une association 
hautement complexe d’oligomères comprenant au moins 7 protéines membranaires distinctes. Le 
récepteur T doit d’abord reconnaître et se lier à son ligand. Cette liaison se traduit ensuite en 
signaux intracellulaires résultant finalement en une réponse appropriée. La spécificité à l’antigène 
est définie par deux chaînes variables a et /9: D’autres molécules non variables dont les fonctions 
restent imprécises sont associées aux récepteurs T : CD3 (gamma, et^). Ces différentes 

chaînes semblent faire le lien entre la reconnaissance de l’antigène et les transferts des signaux de 
transduction intracellulaires (7). Le dimère^ apparaît important dans la transduction des signaux. 
Son domaine cytoplasmique a la capacité de transmettre les signaux indépendamment des autres 
chaînes du récepteur T. La stimulation du récepteur T active la protéine tyrosine kinase entraînant 
la phosphorylation de multiples protéines cellulaires. L’inhibition de ce phénomène provoque une 
diminution de la production d’IL-2. Deux protéine tyrosine kinases, particulières, fyn et lck, sont 
impliquées dans la fonction du récepteur T et jouent un rôle dans la transmission de l’information. 

Notre projet est focalisé sur ces aspects d’activation des lymphocytes T, afin de distinguer les 
molécules défectueuses dans la chaîne de transmission des signaux et peut-être de pouvoir y 
remédier et d’ainsi corriger l’immunité post-greffe. 


BUT DU PROJET 


Etudier l’activation des lymphocytes T après greffe de moelle syngénique chez les souris 
sous différents aspects: 


1. Mesurer la présence des molécules associées au complexe récepteur T et leur rôle dans le 
déficit immunitaire post-greffe. 

2. Analyser la voie d’activation lymphocytaire T par le GD28 après greffe de moelle. 

3i Analyser l’expression des tyrosine kinases p56 lck et p59 fyn par les populations CD4+ et 

CD8+ 
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APPROCHE EXPERIMENTALE 


La transplantation de moelle entre souris syngéniques se fera selon des protocoles tout à fait 

classique. Après irradiation, les souris recevront la moelle par voie intraveineuse. Les souris 

receveuses seront sacrifiées tous les 15 jours afin d’étudier : 

1. la répartition des sous-populations de lymphocytes T au niveau du sang périphérique et 
la prolifération par incorporation de [ 3 H]~ thymidine suite à la stimulation par différents 
mitogène dont l’anti-CD28. 

2. La présence des protéines associées au complexe récepteur T au niveau des lymphocytes 
CD4+ post-greffe. Ceux-ci sont isolés afin d’obtenir une population pure. Ces cellules sont 
marquées radioactivement puis lysées. Le complexe récepteur T est précipité à partir du 
surnageant des cellules lysées avec un anticorps anti-CD3 et séparé sur gel de 
polyacrylamide à 2 dimensions. La protéine % peut également être visualisée par 
immunoblot. Les protéines du surnageant des cellules lysées sont séparées par 
électrophorèse transférées sur membrane, puis détectées avec anticorps anti-^j. 

3. Les protéines Ick et fyn. Celles-ci seront également analysées par immunoblot, à partir des 
lymphocytes CD4 isolés. Par ailleurs, l’activité kinase de ces protéines sera étudiée. Ces 
protéine kinases peuvent être obtenues à partir des lysats cellulaires en utilisant un 
anticorps polyclonal formé contre ces protéines. Les complexes immuns obtenus sont 
récoltés et placés en présence d’ATP marqué pour la réaction de kinase. Les polypeptides 
phosphorylés sont ensuite séparés sur gel. L’activité kinase peut être quantifiée par 
densitométrie en comparaison avec celle des cellules de sujets normaux. 
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